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ERFOLGSKONTROLLE BESATZMASSNAHMEN UND POPULATIONSGENETISCHE UNTERSUCHUNG DER ASCHEN IM KANTON AARGAU

1 ZUSAMMENFASSUNG

Das von der Fischereikommission 2011 verabschiedete Besatzkonzept sieht einen Fischeinsatz
von standortgerechten Besatzfischen vor, gemass der geltenden Gesetzgebung des Bundes.
Die Fischereiverwaltung des Kantons Aargau nahm bisher an, dass es sich bei den Aschen im
Aargau um eine einzige Population handelt. Ein Besatz mit Aschen aus dem Rheineinzugsge-
biet, auch aus deutschem Raum wurde als standortgerechte Herkunft im Sinne der Gesetzge-
bung betrachtet. Diese Untersuchung sollte prifen, ob die bisherigen Besatzmassnahmen der
Asche erfolgreich sind und der Fischeinsatz gemiss dem Besatzkonzept und der geltenden
Gesetzgebung mit standortgerechtem Besatzmaterial ausgefiihrt wird.

Um diese Fragen zu kldren, wurden 404 Aschen aus dem Rhein, der Aare, der Limmat, der
Reuss und vier Fischzuchten genetisch untersucht. Die Resultate zeigen, dass sich die Aschen
von drei Fischzuchten Bachofner, Pfyn und Rueppel stark von den in den Flissen lebenden
Aschen unterscheiden. Das Aschenbesatzmaterial der Fischzucht Nadler ist mit den Aschen
aus dem Rhein zwar naher verwandt, aber trotzdem signifikant unterschiedlich. Diese Fische
sind somit nur mit Vorbehalt und aufgrund des Ursprungs aus dem Rhein fiir Besatzmassnah-
men im Rhein geeignet. Die Aschen der drei Fischzuchten Pfyn, Bachofner, und Riippel eignen
sich gemass Gesetzgebung und Besatzkonzept nicht fiir den Besatz der Gewasser im Kanton
Aargau.

Weiter zeigen die Resultate, dass in den einzelnen Gewassern (Aare, Reuss, Rhein und Limmat)
genetisch unterscheidbare Populationen leben. Im Bereich der Aare- Limmat- und Reussmiin-
dung (Wasserschloss) vermischen sich diese Populationen teilweise. Die Ergebnisse passen gut
zu den Resultaten einer gesamtschweizerischen Aschenstudie. Basierend auf den vorliegenden
Erkenntnissen kdnnen fiir die Bewirtschaftung der Aschen im Kanton Aargau folgende Bewirt-
schaftungseinheiten definiert werden:

Aare
Reuss
Rhein
Limmat

Es wird deshalb empfohlen, auf weitere Besatzmassnahmen mit Aschen aus nicht einmischen
Populationen aller vier privaten Fischzuchten zu verzichten. Sollten Besatzmassnahmen wei-
terhin durchgefiihrt werden, dann sollte Besatzmaterial aus den vier Bewirtschaftungs-
einheiten gewonnen werden.
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ERFOLGSKONTROLLE BESATZMASSNAHMEN UND POPULATIONSGENETISCHE UNTERSUCHUNG DER ASCHEN IM KANTON AARGAU

2 AUSGANGSLAGE UND FRAGESTELLUNG

Die europiische Asche (Thymallus thymallus) gehért zur Familie der lachsartigen Fische (Sal-
monidae) und zur Gattung der Aschen (Thymallus). In der Schweiz ist sie in Mittellandgewas-
sern in allen vier Einzugsgebieten (Rhein, Rhéne, Donau und Po) natlrlich vertreten [1].
Aschen bevorzugen Fliessgewésser (sie kommen zum Teil auch in Seen vor, insbesondere in
Nordeuropa) mit einer relativ hohen Fliessgeschwindigkeit, einem Gefalle zwischen 0.2% und
0.7% und ab einem minimalen mittleren Jahresabfluss von ca. 1m3/sec [2-4]. Sie bendtigen
sauerstoffreiches und sauberes Wasser, das im Sommer eine Temperatur von 23-26°C nicht
tibersteigt [3, 5]. Aschen erndhren sich grosstenteils von benthischen Insekten (Krebstiere und
Mollusken), dltere Tiere auch von kleinen Fischen [6]. Die Fortpflanzung findet im Friihling von
Marz bis Juni statt. Vor der Fortpflanzung kdnnen Aschen kurze Distanzen wandern, die tibli-
cherweise im Bereich von einigen 100 Metern bis mehreren Kilometern liegt. Dabei steigen sie
auch in Zuflisse auf [7]. Die Migration wird durch eine Erhohung der Wassertemperatur ausge-
I6st [3]. Beim Laichvorgang dringen die Weibchen durch starke Schittelbewegungen des Ko-
pers leicht in feines Kiessubstrat ein und legen die Eier ab. Aschen sind schnellwiichsige Fische,
die nach einem Jahr bereits 14-18cm gross sein konnen und mit 3 Jahren eine Grosse von 25-
40cm erreichen [8].

Die Asche ist in der roten Liste der bedrohten Fischarten der Schweiz als verletzlich eingestuft
(VU) [1]. Die Bestande sind in vielen Flissen riicklaufig und werden deshalb verbreitet durch
Besatzmassnahmen gestliitzt. Es wird davon ausgegangen, dass die Populationsgrossen der
natilirlichen oder durch die Fischerei verursachten schwankenden Jahrgangsstarken durch Be-
satzmassnahmen stabilisiert und dadurch in bestimmten Gewassern die fehlende und/oder
beeintrachtigte natiirliche Reproduktion kompensiert wird [9]. Der Erfolg dieser Massnahmen
ist sowohl national [9, 10] als auch international sehr unterschiedlich [11, 12]. Dariber hinaus
werden mehr und mehr auch die negativen Auswirkungen erkannt, die der Besatz auf die Fit-
ness, das Uberleben, die genetische Vielfalt und auf die Erhaltung von lokalen Anpassungen
der Populationen haben kann [13-18]. Weiter ist bekannt, dass in der Schweiz zum Teil sehr
ausgepragte und genetisch stark differenzierte Aschenpopulationen existieren, welche sich im
Lauf der Evolution an die unterschiedlichen Lebensrdaume der verschiedenen Gewasser spezi-
fisch angepasst haben [16, 19].

Ublicherweise werden in der Schweiz nur die fiir die Fischerei relevanten Fischarten
besetzt [20]. Im Kanton Aargau sind dies hauptsichlich Bachforellen, Aschen, Felchen und
Hechte [21]. Dass dabei moglichst lokal angepasste Fische mit geniigender genetischer Variabi-
litat eingesetzt werden sollten, ist durch heutige Kenntnisse liber Erfolgskontrollen von Be-
satzmassnahmen, Genetik und lokaler Anpassung erwiesen. Der Besatz mit standortfremden
Fischen, welche mit der Population ihres Einsatzortes genetisch nicht ausreichend verwandt
sind ist oft nicht erfolgreich und gesetzlich ebenfalls untersagt (Art. 6 Abs. 2 VBGF). Oft liegen
dem Bewirtschafter die notwendigen genetischen Grundlagen jedoch nicht vor, um Bewirt-
schaftungseinheiten definieren zu kénnen und einen Besatz mit standortgerechten Fischen
gemass der geltenden Gesetzgebung zu vollziehen. Zudem wird der Fischbesatz allgemein als
erfolgreiche Massnahme betrachtet und es wird nur selten eine Erfolgskontrolle durchgefiihrt.

& Aguabios 5



ERFOLGSKONTROLLE BESATZMASSNAHMEN UND POPULATIONSGENETISCHE UNTERSUCHUNG DER ASCHEN IM KANTON AARGAU

Das von der Fischereikommission des Kanton Aargaus 2011 verabschiedete Besatzkonzept
sieht einen Fischeinsatz von standortgerechten Besatzfischen vor, geméss der geltenden Ge-
setzgebung des Bundes. Die Fischereiverwaltung des Kantons Aargau nahm bisher an, dass es
sich bei den Aschen im Aargau um eine einzige Population handelt. Ein Besatz mit Aschen aus
dem Rheineinzugsgebiet, auch aus deutschem Raum wurde als standortgerechte Herkunft im
Sinne der Gesetzgebung betrachtet. Die Sektion Jagd und Fischerei des Kantons Aargau setzt
Aschen in die grossen Fliisse Aare, Limmat, Reuss und Rhein ein (Abbildung 2-1). In den letzten
Jahren wurden stets Smmerlinge aus 4 Fischzuchten eingesetzt. Die Herkunft der eingesetz-
ten Aschen ist nur bei einer Fischzucht (Nadler) genau bekannt, welche Briitlinge aus einem
Aschen-Laichfischfang im Rhein aus dem Kanton Thurgau bezieht.

Diese Untersuchung sollte einerseits priifen, ob die bisherigen Besatzmassnahmen der Asche
im Kanton Aargau erfolgreich sind und der Fischeinsatz geméass dem Besatzkonzept und der
geltenden Gesetzgebung mit standortgerechtem Besatzmaterial ausgefiihrt wird.
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Abbildung 2-1. Aschenbesatzzahlen des Kantons Aargau in Sémmerlingseinheiten. Die Umrechnung in Sémmer-
lingseinheiten erfolgte nach [22].

Folgende Fragestellungen standen im Fokus dieser Arbeit:

B Gibt es zwischen Aschen der verschiedenen Fliisse im Kanton Aargau genetische Un-
terschiede? (Definition von Bewirtschaftungseinheiten der Asche im Kanton Aargau).

B Sind die aus den privaten Fischzuchten stammenden Aschen fiir Besatzmassnahmen
geeignet? (Bezogen auf die Gesetzgebung und das Besatzkonzept?)

B Konnen die wilden Aschen aus Anglerfingen und dem Aschenmonitoring (teilweise)
dem Besatzmaterial zugeordnet werden?

B Konnen negative genetische Konsequenzen der bisher durchgefiihrten Besatzmass-
nahmen festgestellt werden?

B Passen die Ergebnisse der untersuchten Aschen dieser Studie aus dem Kanton Aargau
zur schweizweiten Aschengenetikstudie des Bundes?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PROBENAHME

Die Probenahme der Aschen aus den kantonalen Gewéssern (Abbildung 3-1) wurde im Rah-
men des Aschenlarvenmonitorings und durch Angelfischer in den Jahren 2013 und 2014
durchgefiihrt. Die vier Fischzuchten, die dem Kanton Aargau Aschen fiir den Besatz liefern,
wurden im Jahr 2013 beprobt. Insgesamt wurden 404 Aschen genetisch untersucht. Fiir be-
stimmte Auswertungen (Kapitel 4.3) wurden zusatzlich Referenzpopulationen der gesamten
Schweiz hinzugezogen, die im Rahmen einer nationalen Aschengenetikstudie des Bafu bereits
untersucht wurden [19].
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Abbildung 3-1. Standorte der Aschenprobenahme in den Fliessgewéssern.

3.2 AUSWAHL DER GENETISCHEN MARKER

Um die genetischen Unterschiede und Verwandtschaften zwischen verschiedenen Populatio-
nen zu untersuchen, wurden Mikrosatellitenmarker verwendet. Diese sind flr populationsge-
netische Untersuchungen nitzlich, da sie selektiv meist neutral sind. Sie weisen zudem eine
hohe Mutationsrate auf und kénnen daher auch rezente Ereignisse im Erbgut reflektieren. In
der vorliegenden Studie wurden 12 solcher Mikrosatelliten-Loci untersucht. Die Details zu den
Laborarbeiten sind im Anhang aufgefiihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ERFOLGSKONTROLLE BESATZMASSNAHMEN UND GENETISCHE DIFFERENZIERUNG DER
POPULATIONEN

Die Auswertung der genetischen Daten der beprobten Aschen im Kanton Aargau und den
vier privaten Fischzuchten zeigt, dass sich die Aschen der Fischzuchten Bachofner, Pfyn
und Riippel stark von den in den Fliissen lebenden Aschen unterscheiden. Das Aschenbe-
satzmaterial der Fischzucht Nadler ist mit den Aschen aus dem Rhein zwar niher ver-
wandt, aber trotzdem signifikant unterschiedlich. Die Aschen der drei Fischzuchten
Bachofner, Pfyn und Riippel eignen sich somit nicht fiir den Besatz der Gewasser im Kan-
ton Aargau

Weiter zeigen die Resultate, dass in den einzelnen Gewadssern (Aare, Reuss, Rhein und
Limmat) genetisch unterscheidbare Populationen leben. Im Bereich der Aare- Limmat-
und Reussmiindung (Wasserschloss) vermischen sich diese Populationen teilweise.

Schliesslich korreliert die Gewasserdistanz zwischen den Standorten signifikant mit der

genetischen Differenzierung. Die Distanz spielt somit bei der Isolation der Populationen

Das meistangewandte Mass fiir die genetische Differenzierung zwischen Populationen ist der
Fsr-Wert (oder Fsr-Index). Dieser kann Werte zwischen 0 (keine Differenzierung) und 1 (voll-
standig verschieden) annehmen. Die Fs;-Werte wurden im Programm ARLEQUIN v. 3.1 [23] be-
rechnet. Die Resultate zeigen, dass zwischen den verschiedenen Aschenpopulationen meistens
signifikante genetische Unterschiede vorliegen (Abbildung 4-1, Tabelle 4-1). Die Unterschiede
zwischen Standorten innerhalb der einzelnen Gewasser sind aber mit der Ausnahme der Reuss
eher klein (Abbildung 4-1).

Tabelle 4-1. Fs-Werte, die zwischen den verschiedenen Aschenpopulationen beobachtet wurden.

1 Aare_01-02 iStg 1 1

2 Aare 3 *kk : *kk *kk KKk : kKK Kok ok : kokok kokok *okok *okok

3 Aare_m * %k : * k% *kk *kk : KKk kK : Hokok Hokk *okok *okk
4 Aare:OG-OS *k i * ¥k *kk *kk i *k kK i kK koK *okk *ok ok

5 Aare 09 - o pEe e e
6 Limmat0102] 0012 0016 0018 0008 0.008 | L . e et = = = ]
7 Reuss 0104 | 0052 0060 0058 0041 0027 | 0031 T
8 Reuss 0507 | 003 0040 004 0028 00131 0015 | 0.008 i . ser | e o . |
9 Rewsos | 00 00 0% o000 00so ! oom [0om ooe o | e e e e e e )
10 Rhein_02-04 : 000 poi7  0ols oot 0.007: 0.013 : oga o018 ool - s F e ErK trs :
11 Rhein 0506 ¢ 000 Dol o0 obis oo oo B e s B
12 Fz_Bachofner | 0210 0208 0205 0197 0203 | 0215 |} 0211 0195 0246 | 0199 0206 - Hnk *rk Hxk
13 FZNadler | 0044 0033 0044 0043 0038 | 0041 | 0102 0075 0068 | 0052 0051 | 0.246 - ok Hork
14 FZ_Pfyn i 0110 0128 0132 0107 0.108 i 0.122 i 0125 0115 0155 i 0117 0125 | 0113 0154 - Hork
15 FzRappel | 0% 0137 0201 o169 o1es ! 0157 | 065 o1y 02w | ows o1 | o5 021 oum

n.s. Nicht Signifikant; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Auffallend ist allerdings, dass die genetischen Unterschiede zwischen den in Gewadssern be-
probten wilden Aschen und den Zuchten Riippel, Pfyn und Bachofner jeweils sehr gross sind
(Abbildung 4-1, Tabelle 4-1). Die Unterschiede zur Fischzucht Nadler (Herkunft Aschenlaich-
fischfang Rhein Kanton Thurgau) sind kleiner aber dennoch hochsignifikant. Die Besatzaschen
unterscheiden sich also stark von den Aschen, welche in den Fliissen des Kantons Aargau vor-
kommen. Die Aschen der vier Fischzuchten eignen sich somit nicht fiir den Besatz der Gewis-
ser im Kanton Aargau.
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Abbildung 4-1. Durchschnittliche genetische Unterschiede zwischen den Populationen.

Aufbauend auf dieser Erkenntnis stellt sich die Frage, ob lberhaupt einzelne in den letzten
Jahren besetzte Aschen in den Gewéssern iiberleben konnten und ob genetisch eventuell doch
teilweise eine genetische Durchmischung der wilden Populationen mit den eingesetzten
Aschen nachweisbar ist. Um dies zu kldren wurden die Daten aller Individuen in einer STRUC-
TURE Analyse [24] zusammengefasst und untersucht. Mit dieser Analyse kann die Anzahl gene-
tischer Gruppen, die sich voneinander unterscheiden, bestimmt werden. Die einzelnen Indivi-
duen werden dann anhand der genetischen Information den einzelnen Gruppen zugeteilt. Die
Analyse ergab, dass insgesamt 7 genetische Einheiten differenziert werden konnten (K=7: Ab-
bildung 4-2).
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= Blaue Balken: Population der Aare.

— Gelbe Balken: Population des Rheins.

C— Rosa Balken: Population der Reuss.

mmm Braune Balken: Eine genetisch einzigartige Population im Unterlauf der Reuss (Reuss_9).
— Orange Balken: Fischzucht Bachofner (Teilweise FZ Pfyn).

== Grlne Balken: Fischzucht Rippel (Teilweise FZ Pfyn).

m=m Graue Ballen: Fischzucht Nadler.

Abbildung 4-2. Resultate der Zuweisungsanalyse fir sieben hypothetische Populationen (K=7). Die verschiedenen
genetischen Gruppen, die identifiziert wurden, sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. Jeder vertikale Balken
entspricht einem Individuum.
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Aus dieser Analyse geht hervor, dass drei genetische Cluster den Gewassern Aare, Reuss,
Limmat und Rhein zugeordnet werden kdnnen (Blau — Aare, Rosa — Reuss Oberlauf, Gelb —
Rhein). In der unteren Aare und im Rhein kann eine genetische Durchmischung der verschie-
denen Populationen festgestellt werden. Die beprobten Aschen der Limmat zeigen Anteile von
Rhein (Gelb), Reuss Oberlauf (Rosa) sowie etwas Reuss Unterlauf (Rot) auf. Die Aschen der
Limmat sind genetisch nah verwandt mit dem Rhein und der Reuss und werden in der Struc-
ture Analyse nicht als eigenstandiges Cluster aufgetrennt. Wie die paarweisen Vergleiche zei-
gen, sind die Aschen der jedoch Limmat signifikant von den Aschen der Reuss und des Rheins
differenziert (Tabelle 4-1). Die Reuss_9 Population schliesslich wird als eigene genetische Ein-
heit eingeteilt und ist von allen Aare-, Rhein- und Reusspopulationen relativ stark differenziert
(Tabelle 4-1).Auch aus den weiteren Untersuchungen bleibt unklar, weshalb diese Population
genetisch so verschieden ist. Es kommen vor allem Familieneffekte in Frage (Vgl. Kapitel 4.2).
Wichtig ist die Tatsache, dass es sich beim Sample Reuss_9 lediglich um 14 Individuen handelt
und diese Resultate entsprechend mit Vorsicht zu behandeln sind.

Von den sieben genetisch unterscheidbaren Populationen im gesamten Datensatz kénnen zwei
nur in den Zuchten beobachtet werden (Fischzucht Rippel — Griin und Fischzucht Bachofner
— Orange). Die Aschen der Fischzucht Pfyn werden in dieser Analyse der Fischzucht Riippel
und Bachofner zugewiesen. Solche Fische konnten in keiner natlrlichen Population nachge-
wiesen werden, auch keine Hybride oder F2 Nachkommen mit wilden Fischen. Es darf deshalb
davon ausgegangen werden, dass besetzte Aschen aus diesen drei Zuchten in den Fliessgewas-
sern nicht (iberleben konnten. Eine einzelne nur mit den Zuchtfischen durchgefiihrte Analyse
zeigt allerdings dass es sich dabei um ein Artefakt der Analyse (weil K=7 a priori festgelegt)
handelt. Effektiv sind die Aschen der Fischzucht Pfyn von allen anderen Zuchten stark ver-
schieden und bestehen nicht aus einzelnen Individuen der beiden Fischzuchten Bachofner und
Rueppel (Abbildung 9-4).

Schliesslich sind die Aschen der Fischzucht Nadler genetisch den wilden Populationen viel na-
her verwandt als die anderen Zuchtpopulationen. Dieses Resultat iberrascht nicht, da die EI-
terntiere von einem Laichfischfang im Thurgauer Rhein stammen. Dies ist auch bei der geneti-
schen Zuweisung der einzelnen Besatzfische zu erkennen (gelbe, rote und blaue Balken). Die
»grauen” Individuen, die in der Zucht dominant vertreten sind, sind in den Fliissen des Kantons
Aargau jedoch selten und konnten keiner natirlichen Population zugewiesen werden. Es kann
hier nicht genau eruiert werden woher die genetischen Unterschiede zu den natirlichen
Rheinpopulationen stammen. Diese Aschen eignen sich somit nur fiir den Besatz wenn tatsich-
lich nur Elterntiere aus dem Rhein als Elterntiere genutzt werden und Inzuchteffekte (zu weni-
ge gestreiffte Elterntiere) verhindert werden.

Da das Aschenbesatzmaterial der Fischzucht Nadler zu einem grossen Teil aus Individuen be-
stehen, die genetisch nicht mit den im Kanton Aargau einheimischen Aschen verwandt sind
(Tabelle 4-1) und zusatzlich aus einer Mischung von Aschen mit unterschiedlichem Ursprung
bestehen, eignen sich auch diese nicht fiir Besatzmassnahmen in Aargauer Gewassern.

Weiter zeigen die Resultate, dass in den einzelnen Gewassern (Aare, Reuss, Rhein und Limmat)
genetisch unterscheidbare Populationen leben, die bei der Definition von Bewirtschaftungs-
einheiten berlicksichtig werden sollten. Im Bereich der Aare-, Limmat- und Reussmiindung
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(Wasserschloss) vermischen sich diese Populationen allerdings. Eine solche Vermischung im

Bereich von Miindungen tritt natlrlicherweise auf, aufgrund der kurzen geografischen Distanz
zwischen den Probestandorten (Abbildung 3-1). Uber alle paarweisen genetischen Vergleiche
(ausgenommen Reuss_09 Sample; N=14) kann eine klare Korrelation zwischen der geografi-
schen Distanz und den jeweiligen genetischen Unterschieden festgestellt werden (Abbildung

4-3).
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4.2 RESULTATE BASISANALYSEN — GENETISCHE VARIABILITAT INNERHALB DER POPULATIONEN

Die Resultate der Basisanalysen zeigen, dass die Fischzuchten Bachofner, Nadler und
Riippel im Vergleich zu den natiirlichen Populationen eine geringe genetische Vielfalt
aufweisen.

Als Erstes wurden die erwartete (Hg) und beobachtete Heterozygositdt (Hg) in ARLE-
QUIN V. 3.5 [23] berechnet. Dabei wird fiir jeden Lokus und liber alle Loci fiir jede Population
der Anteil an heterozygoten Individuen berechnet (d.h. Individuen, die zwei verschiedene Alle-
le an einem Lokus aufweisen). Anschliessend wird die Abweichung von diesem Erwartungswert
(Hardy-Weinberg-Gleichgewicht [25]) flr jeden Lokus und jede Population in GENEPOP v. 4.2
berechnet [26]. Diese Berechnung Uberpriift, ob in einer Population zu viele oder zu wenige
Heterozygote vorkommen. Die Resultate zeigen, dass die beobachtete Heterozygositat (Ho)
zwischen 0.559 und 0.829 und die erwartete Heterozygositat (Hg) zwischen 0.683 bis 0.859
liegt (Tabelle 4-2). Diese liegen somit leicht héher als in anderen Schweizer Populationen [14].
Wichtig ist, dass vier der untersuchten Populationen signifikant vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (HWE) abweichen (Limmat_01-02, Reuss_01-04, FZ_Bachofner, FZ_Pfyn). Da die
beobachtete Heterozygositat kleiner war als die erwartete Heterozygositat bedeutet dies, dass
entweder die Populationen aus mehreren genetischen Einheiten bestehen (Substruktur inner-
halb der Populationen), Null-Allele (aufgrund der Methode nicht beobachtete Allele, die je-
doch in Wirklichkeit vorhanden sind) vorliegen, oder dass ein Inzuchtproblem vorliegt.

Tabelle 4-2. Basisanalysen der genetischen Daten. N entspricht dem Stichprobenumfang, der untersucht wurde; Ay
entspricht der durchschnittlichen Anzahl beobachteter Allele pro Lokus; Az entspricht der fiir den Stichprobenum-
fang korrigierten durchschnittlichen Anzahl beobachteter Allele pro Lokus; Hq ist die beobachtete und H¢ die erwar-
tete Heterozygositdt mit dem dazugehorigen P-Wert fir die Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, Fg
entspricht dem Inzuchtkoeffizient mit dem dazugehorigen P-Wert; Die geschatzte Anzahl nicht beobachteter Allele
(Null-Allele), die Anzahl Geschwisterpaare (Vollgeschwister/Halbgeschwister), LD entspricht der Anzahl statistisch
signifikanten Assoziationen zwischen den verschiedenen Mikrosatelliten-Loci.

Halbgeschwister Vollgeschwister

Population P-Wert F,s P-Wert Null-Allele p>0.8 p>0.8 LD (p<0.05)
1 Aare_01-02 7 7 6.54| 0771 0.774 0.832 | 0.004 0.488 0.013 0 (0%) 0 (0%) 4 (8.8%)
2 Aare_03 27 125 6.40 | 0.763 0.768 0.621 | 0.007 0.418 0.046 14 (3.7%) 0 (0%) 4 (8.8%)
3 Aare_04 35 129 6.23| 0.740 0.762 0.289 | 0.029 0.090 0.020 22 (3.49%) 1(0.16%) 1(2.2%)
4 Aare_06-08 26 125 6.33| 0.823 0.799 0.245 | -0.03 0.127 0.048 15 (4.27%) 6 (1.71%) 14 (31.1%)
5 Aare_09 28 13.8 6.82 | 0.783 0.802 0.316 | 0.024 0.168 0.022 12 (2.96%) 0 (0%) 3 (6.7%)
6 Limmat_01-02 25 121 6.37| 0.741 0.773 <0.001 | 0.035 <0.05 0.031 12 (3.69%) 0 (0%) 3 (6.7%)
7 Reuss_01-04 28 10.3 583 | 0.771 0.778 <0.001 | 0.009 0.397 0.008 22 (5.42%) 6 (1.48%) 7 (15.5%)
8 Reuss_05-07 42 136 6.27 | 0.793 0.797 0.328 | 0.005 0.428 0.114 23 (2.55%) 2 (0.22%) 6 (13.3%)
9 Reuss_09 14 6.7 481 0.829 0.713 0.170 |-0.169 <0.001 0.004 1(0.95%) 10 (9.52%) 20 (44.4%)
10 Rhein_02-04 24 123 6.44| 0.792 0.793 0.501 | 0.001 0.517 0.033 11 (3.67%) 0 (0%) 3 (6.7%)
11 Rhein_05-06 26 12.8 6.43| 0.761 0.785 0.378 | 0.032 0.092 0.007 13 (3.7%) 0 (0%) 3(6.7%)
12 FZ_Bachofner 29 6 4.19| 0.559 0.683 <0.001 | 0.185 <0.001| 0.000 30 (6.9%) 1(0.23%) 14 (31.11%)
13 FZ_Nadler 29 10 542 | 0.734 0.718 0.325 |-0.023 0.219 0.004 42 (9.66%) 12 (2.76%) 14 (31.11%)
14 FZ_Pfyn 32 14.7 7.00 | 0.653 0.858 <0.001 | 0.243 <0.001 0.027 26 (4.92%) 1 (0.19%) 44 (97.8%)
15 FZ_Ruppel 32 89 5.21| 0.747 0.759 0.084 | 0.016 0.307 0.000 34 (6.44%) 4 (0.76%) 10 (22.2%)
Total/Mittel 404 11.1 6.019]| 0.751 0.771 0.025 0.025 179 (26.5%)

Aufgrund dieses Resultats ist auch nachvollziehbar, dass der Inzuchtkoeffizient (F;s) [27], der
mit der Software FSTAT v. 2.9.3 [28] berechnet wurde, fir die Populationen Limmat 01-02,
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FZ_Bachofner und FZ_Pfyn positiv und signifikant war. Zusatzlich ist auch der Fs der Reuss_09
Population signifikant, aber negativ. Dies weist auf einen Heterozygotie-Uberschuss hin, was
als Hinweis auf Auszlichtung (Kreuzen mit genetisch fremden Fischen, also das umgekehrte der
Inzucht) gewertet werden kénnte. Da die Stichprobe in dieser Population klein ist, ist dieses
Resultat jedoch mit Vorsicht zu interpretieren. Um zu wissen, ob Null-Allele fur die Abwei-
chungen vom Hardy Weinberg Gleichgewicht verantwortlich sind, wurde eine statistische
Schatzung der Null-Allele [29] durchgefiihrt. Diese ergab, dass mit Ausnahme der Reuss_09 nur
wenige Null-Allele vorliegen kénnten. Dies kann die starken Abweichungen vom Hardy Wein-
barg Gleichgewicht in den Zuchtpopulationen nicht erklaren und muss deshalb als Hypothese
zuriickgewiesen werden. Somit sind die Abweichungen von Hardy Weinberg Gleichgewicht
entweder auf Inzuchteffekte oder auf Substruktur zuriickzufihren.

Weiter wurde Uberprift, ob die verschiedenen Mikrosatelliten-Loci physisch auf dem
Erbgut assoziiert sind (Linkage disequilibrium, LD). Eine physische Assoziation ist vorhanden,
wenn zwei oder mehr Loci nah zueinander auf dem DNS-Strang liegen. Diese Assoziation miss-
te in diesem Fall in allen Populationen ersichtlich sein. Wenn dies der Fall ist, dann beinhalten
gelinkte Loci die gleiche populationsgenetische Information und nur ein Lokus dirfte fir weite-
re Auswertungen verwendet werden. Diese Analyse ist aber ebenfalls sensitiv, wenn Substruk-
tur oder Familieneffekte in einer Population vorhanden sind. Dann sollten die Abweichungen
jedoch nur in den Populationen mit Substruktur, Inzucht oder Familieneffekten beobachtet
werden. Diese Berechnung wurde im Programm ARLEQUIN v 3.5 [23] durchgefiihrt. Ein gehauf-
tes Auftreten von LD konnte in den vier Zuchten, in der Aare_06-08 und in der Reuss_09 beo-
bachtet werden (Tabelle 4-2). Die Abweichungen kdnnen in der Tat iberwiegend auf Familien-
effekte (Reuss_09, Fischzucht Nadler) und Substruktur (Fischzucht Nadler, Fischzucht Pfyn,
Aare_06-08) und Inzucht (FZ Bachofner, FZ Pfyn) zurlickgeflihrt werden (Tabelle 4-2). Es be-
stand daher kein Anlass einen Lokus aus den Auswertungen auszuschliessen.

Anschliessend wurde die genetische Variabilitdt innerhalb der Populationen mit zwei verschie-
denen Methoden bestimmt. Erstens wurde fiir jede Population die durchschnittliche Anzahl
der pro Lokus beobachteten Allele bestimmt (Ay) und zweitens wurde diese Anzahl fiir die
unterschiedlichen Stichprobenumfange korrigiert (Ag). Die Anzahl beobachteter Allele (Ay)
reichten von 6 bis 14.7 und die korrigierte Anzahl Allele (Ag) von 4.189 bis 7.005 (Tabelle 4-2,
Abbildung 4-4). Auffallig ist, dass die genetische Variabilitdt in den Zuchten Bachofner, Nadler
und Riippel niedriger ist als in den natiirlichen Populationen (Ausnahme Reuss_09).
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Abbildung 4-4. Anzahl Allele korrigiert fiir die Stichprobenzahl (Allelic Richness Ag) fiir die verschiedenen Populatio-
nen.
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Schliesslich wurde anhand der genetischen Daten die Anzahl Vollgeschwister (gleiche Eltern)
und Halbgeschwister (ein Elternteil gleich) geschatzt. Dabei hat sich herausgestellt, dass die
Anzahl Vollgeschwister in der Reuss-09 Population sehr hoch war. Dies kdnnte demzufolge
die aussergewohnlichen Structure Resultate (eigenes genetisches Cluster) und die signifikanten
genetischen Unterschiede zu den anderen Reuss Samples erklaren. Weiter sind in vielen Popu-
lationen aber auch in den Zuchten die Anzahl Halbgeschwister relativ hoch. Dies (iberrascht
allerdings weder in den Zuchten noch in den wilden Populationen da vorwiegend Jungfische
untersucht wurden und stellt in diesem Ausmass ausser bei der Reuss_09 kein Problem dar.
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4.3 VERGLEICH MIT DER GESAMTSCHWEIZERISCHEN STUDIE

Der Vergleich mit anderen Schweizer Populationen bestatigt, dass die drei Fischzuchten
Bachofner, Pfyn und Rueppel mit Aschen arbeiten, die nicht aus dem Schweizer Einzugs-
gebiet stammen und somit fiir Besatzmassnahmen ungeeignet sind und gemadss gelten-
der Gesetzgebung und dem Besatzkonzept des Kantons Aargau nicht zuldssig sind. Die
Resultate bestdtigen auch, dass im Kanton Aargau verschiedene genetisch identifizierba-
re Aschenpopulationen leben und sich die Ergebnisse der vorliegenden Studie sehr gut in
die Resultate der schweizweiten Aschengenetikstudie des Bundes einfiigen.

Fiir den Vergleich mit den Daten aus der gesamtschweizerischen Aschenstudie [14] wurden die
Haufigkeiten der Allele aller Loci in einer Hauptkomponentenanalyse (PCA) untersucht. Darge-
stellt werden die ersten 2 Achsen, die den grossten genetischen Unterschieden zwischen den
Populationen entsprechen. Die Varianz der Allelfrequenzen, die durch die ersten zwei Haupt-
komponenten erklart wird, ist in Prozent angegeben. Die Analyse bestatigt, dass die drei Fisch-
zuchten Bachofner, Pfyn und Rippel mit Aschen arbeiten, die nicht aus dem Schweizer Ein-
zugsgebiet stammen und somit flir Besatzmassnahmen ungeeignet und gemass geltender Ge-
setzgebung (Art. 6 Abs. 2 VBGF) und dem Besatzkonzept des Kantons Aargau nicht zulassig sind
(Abbildung 4-5a). Die Positionen der natiirlichen Populationen fligen sich gut in die Nahe (d.h.
nah verwandt) mit den Referenzpopulationen des Rheineinzugsgebiets der nationalen Aschen-
genetikstudie des Bafu ein (Abbildung 4-5a). Die auffallende Position (grosse genetische Dis-
tanz) der Birspopulation lasst sich dadurch erklaren, dass dieser obere Birsabschnitt, in wel-
chem keine urspriinglichen einheimischen Aschen mehr vorkamen, mit Aschen des nahegele-
genen Doubs aus dem Rhoneeinzugsgebiet besetzt wurden [15].
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Abbildung 4-5. Hauptkomponentenanalyse der Aschenpopulationen der Schweiz. a) mit allen Populationen; b) ohne
die vier Ausreisserpopulationen FZ_Bachofne, FZ_Pfyn, FZ_Riippel und Birs.

Weiter bestatigt die Analyse, dass in der Schweiz mehrere genetisch stark differenzierte
Aschenpopulationen leben (Abbildung 4-5b, Tabelle 9-5 ). Die verschiedenen Populationen
eines Gewassersystems clustern jeweils gut zusammen (Aare, Rhein, Reuss). Man erkennt also
sehr gut, dass sich die gefundenen genetischen Daten der vorliegenden Studie gut ins Bild der
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Ergebnisse der nationalen Studie des Bundes, selbst auf kleinem geografischem Raum der ein-
zelnen Gewassersysteme, einfligen.

Eine andere Moglichkeit die Verwandtschaften von Populationen darzustellen ist ein geneti-
scher Stammbaum. Dabei werden die paarweisen genetischen Unterschiede zwischen den
einzelnen Populationen verwendet (Abbildung 4-6). Die Lange des einzelnen Astes des Baumes
entspricht dem genetischen Unterschied zu den anderen Populationen. Je ndher die Populati-
onen im Stammbaum bei einander liegen, desto naher verwandt sind die Populationen mitei-
nander. Der genetische Stammbaum bestatigt die Resultate der Hauptkomponentenanalyse in
groben Zigen. Die Auflosung innerhalb des Aare-Rhein-Reuss-Limmat Clusters ist allerdings
nicht sauber, da fiir diese Analyse eigentlich zu wenig Loci (n=5) fiir die Berechnung vorhanden
sind. Hier eignen sich die detaillierten paarweisen Fs; Werte besser fir die Interpretation der
Resultate (Tabelle 9-5).

FZ Rueppel

Birs

Zucht/Besatz

FZMoossee

Reuss/Rhein/
Limmat ’

Aarel-2

Aare

Reussl-4

~ Westschweiz
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Abbildung 4-6. Phylogenetischer Baum basierend auf der Cavalli-Sforza Distanz (D¢) und konstruiert anhand der
Allelfrequenzen von funf Mikrosatelliten Loci.
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5 DEFINITION DER BEWIRTSCHAFTUNGSEINHEITEN

Um die Bewirtschaftungseinheiten fiir die Aschen im Kanton Aargau zu definieren wurde zu-
erst die genetische Populationszuweisung der Individuen ohne a priori geografische Informati-
on verwendet. Dies verhindert, dass Populationen aufgrund sehr kleiner und nicht relevanter
aber knapp signifikanter genetischer Unterschiede definiert werden. Erst anschliessend wurde
die geografische Verteilung der einzelnen genetischen Einheiten beriicksichtigt.

Die individuelle Zuweisungsanalyse (Structure) konnte drei natirliche genetische Populationen
identifizieren. Diese konnten den Gewassern Aare, Reuss und Rhein zugeordnet werden, wel-
che folglich drei separate Bewirtschaftungseinheiten bilden. In dieser Analyse wurde allerdings
auch ersichtlich, dass im Bereich des Wasserschlosses, also des Miindungsbereiches der Reuss,
der Limmat und der Aare eine genetische Durchmischung, also ein erhéhter Genfluss zwischen
den verschiedenen Aschenpopulationen stattfindet. Nichtdestotrotz sind die Fische in den
oberen Laufen der Reuss, der Aare und des Rheins genetisch stark von den jeweiligen anderen
Flissen differenziert (Tabelle 4-1), was bei der Bewirtschaftung bericksichtigt werden muss.

Im unteren Teil der Limmat konnte in der Structure Analyse keine eigenstandige Population
nachgewiesen werden (Abbildung 4-2). Aus dem Oberlauf der Limmat standen abgesehen von
solchen aus dem Linthkanal oberhalb des Zirichsees leider keine Proben zur Verfligung. Die
Proben aus dem Linthkanal differenzieren sich genetisch ebenfalls stark von allen anderen
Populationen. Es wird daher vermutet, dass auch in der Limmat oberhalb der Kantonsgrenze
noch eine eigenstindige Aschenpopulation vorkommt. Ebenfalls zeigen die paarweisen Ver-
gleiche, dass sich die Limmatpopulation genetisch signifikant von den Aare-, Rhein- und
Reusspopulationen unterscheiden (Tabelle 4-1). Aus diesen Griinden wird empfohlen, auch
die Limmat als eigene Bewirtschaftungseinheit zu definieren und folglich separat zu bewirt-
schaften.

Die genetische eigenstdndige Reusspopulation im Unterlauf (Reuss_09) ist mit Familieneffek-
ten behaftet und besteht auch nur aus 14 Individuen. Es ware zwar gut moglich, dass sich die-
ses Signal einer vorhandenen Substruktur in der Reuss mit zwei eigenstandigen und genetisch
differenzierten Aschenpopulationen durch zusitzliche Probennahmen bestitigen wiirde, aber
aufgrund der vorliegenden Daten darf in der Reuss nur eine Bewirtschaftungseinheit definiert
werden.

Anzumerken bleibt, dass anthropogene Wanderhindernisse den natilirlichen Genfluss beein-
flussen konnen. Aus diesem Grunde wurden kleine genetische Unterschiede innerhalb der
grosseren Gewasser nicht bericksichtigt und der Bereich des Wasserschlosses nicht als eigene
Bewirtschaftungseinheit definiert. Basierend auf diesen Ausfiihrungen konnen fiir die Bewirt-
schaftung der Aschen im Kanton Aargau mit den heute vorliegenden Kenntnissen folgende
Bewirtschaftungseinheiten definiert werden (Abbildung 5-1):

Aare
Reuss
Rhein
Limmat
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6 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Wird eine Besatzmassnahme durchgefiihrt, ist es wichtig, ein allgemeines Ziel (Initialbesatz,
Ertragsbesatz, Attraktivitdtsbesatz, Kompensationsbesatz, Manipulationsbesatz) zu definieren
[30]. Wissenschaftlich ist erwiesen, dass eine nachhaltige Verbesserung der Fischbestande in
den allermeisten Fallen nur durch einen Initialbesatz erreicht werden kann [30], also erst nach
dem Aussterben einer lokalen Population und erst wenn die dem Aussterben zugrunde liegen-
den Probleme behoben wurden und entsprechend keine Konkurrenz zwischen den eingesetz-
ten und wilden Fischen aus der Naturverlaichung besteht. Alle weiteren Besatzmassnahmen
und deren Ziele missen hinterfragt werden [30]. Risiken wie die Verbreitung von Krankheiten
und der Verlust lokaler Anpassung werden bei Besatzmassnahmen oft nicht berlcksichtig.
Auch bei Wiederansiedlungsprojekten (Initialbesatz) sollte eine sorgfaltige strategische Pla-
nung und eine Risiko/Nutzen-Abwé&gung durchgefiihrt werden [31]. Dabei ist wichtig, dass die
Wiederansiedlungsmassnahmen nur getroffen werden, wenn eine natirliche Besiedlung un-
wahrscheinlich erscheint, was vor allem nach Gewdasserverschmutzungen mit Fischsterben
bericksichtigt werden sollte.

Die genetische Untersuchung der Aschen im Kanton Aargau und des aus den Zuchten stam-
menden Besatzmaterials liefert zwei fundamentale Erkenntnisse fiir die Bewirtschaftung:

B Es konnten bei den in den Aargauern Gewissern gefangenen Aschen keine geneti-
schen ,Rlckstande” der besetzten Fische nachgewiesen werden. Es kann deshalb da-
von ausgegangen werden, dass der Besatz mit Fischen aus den genetisch stark ver-
schiedenen Zuchtstammen (Pfyn, Rippel, Bachofner) nicht erfolgreich war. Dies hat
den Vorteil, dass die lokal angepassten Populationen erhalten blieben und nicht durch
Hybridisierung (genetische Vermischung zwischen den Besatzfischen und der lokalen
einheimischen Population) beeintrachtigt wurden.

B Vier Bewirtschaftungseinheiten konnten fiir die Aschen im Kanton Aargau definiert
werden. Es muss davon ausgegangen werden, dass sich innerhalb dieser Populationen
Anpassungen an die jeweiligen Gewasser entwickelt haben. Im Rahmen einer nachhal-
tigen Bewirtschaftung gemass kantonalem Besatzkonzept und geltender Gesetzgebung
sollten diese Einheiten deshalb berlicksichtig werden.

Es wird empfohlen, auf weitere Besatzmassnahmen mit Aschen aus nicht einmischen Popu-
lationen (Zum Bsp. Fischzuchten Bachofner, Pfyn und Riippel) zu verzichten. Sollten Besatz-
massnahmen weiterhin durchgefiihrt werden, dann sollte Besatzmaterial aus den vier Be-
wirtschaftungseinheiten gewonnen werden.

Die Fischzucht Nadler bezieht Ihre Fische aus dem Rhein. Diese Fische sind somit im Prinzip fiir
den Besatz im Rhein geeignet. Bei den uns vorliegenden Fischen wurden allerdings relativ
grosse genetische Unterschiede zu den wilden Population im Rhein gefunden. Es muss hier
abgeklart werden weshalb dies der Fall sein konnte und die Ursachen beseitigen. Diese
Aschen eignen sich somit nur fiir den Besatz wenn tatsichlich nur Elterntiere aus dem Rhein
als Elterntieren genutzt werden und Inzuchteffekte (zu wenige Elterntiere) verhindert werden.
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Die anfangs gestellten Fragen kénnen somit wie folgt beantwortet werden

Gibt es zwischen Aschen der verschiedenen Fliisse im Kanton Aargau genetische Un-
terschiede? (Definition von Bewirtschaftungseinheiten der Asche im Kanton Aargau).
2> JA

Sind die aus den privaten Fischzuchten stammenden Aschen fiir Besatzmassnahmen
geeignet? (Bezogen auf die Gesetzgebung und das Besatzkonzept?) = Die Fische aus
der Fischzucht Nadler sind mit Vorbehalten fiir den Besatz im Rhein geeignet. Die Fi-
sche der anderen Zuchten nicht.

Kénnen die wilden Aschen aus Anglerfingen und dem Aschenmonitoring (teilweise)
dem Besatzmaterial zugeordnet werden? = NEIN

Kénnen negative genetische Konsequenzen der bisher durchgefiihrten Besatzmass-
nahmen festgestellt werden? = NEIN

Passen die Ergebnisse der untersuchten Aschen dieser Studie aus dem Kanton Aargau
zur nationalen Aschengenetikstudie? > JA
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7 GLOSSAR

Allel

Allelfrequenzen

Chromosom

Desoxyribonukleinsdure
(DNS)

Diploid

Elektropherogramm

Fis

Genom/Erbgut

Hardy-Weinberg
Gleichgewicht (HWE)

Heterozygositat

Heterozygot

Homozygot

Inzucht

Linkage Disequilibrium

Lokus/Loci

Mikrosatellit

Mutation

Ein Allel bezeichnet eine mogliche Auspragung eines Gens, das sich an einem bestimm-
ten Ort auf einem Chromosom befindet. Im Fall der Mikrosatelliten werden die unter-
schiedlichen Fragmentldangen als Allele bezeichnet (Siehe Abbildung 9-1).

Die Haufigkeit des Allels innerhalb einer Population von mehreren Individuen.

Ein fadenformiges Gebilde, welche das Erbgut eines Lebewesens tragt und in jedem
Zellkern vorhanden ist. Die Asche hat jeweils zwei Kopien jedes Chromosoms.

Die Desoxyribonukleinsaure (DNS) ist ein Makromolekiil, das die Erbinformation enthalt.
Die DNS ist zusammengesetzt aus den chemischen Elementen Kohlenstoff, Wasserstoff,
Stickstoff, Sauerstoff und Phosphor. Im Sprachgebrauch wird haufig die Abkiirzung DNS

verwendet, die sich vom englischen Begriff Deoxyribonucleic Acid ableitet.

Ein Individuum mit jeweils zwei Kopien des Gens.

Ein Elektropherogramm ist eine graphische Darstellung von Resultaten einer Elektro-
phorese-Analyse (z.B. DNS-Sequenzierung).

Der Fs wird auch Inzuchtkoeffizient genannt. Es handelt sich um den Anteil an der Vari-
anz der Allelfrequenzen, die innerhalb der Individuuen liegt. Ein hoher Fs Wert weist auf
Inzucht hin. Vereinfacht ausgedriickt bedeutet dies, dass die berechneten Werte zwi-
schen 0 (keine Inzucht) und 1 (maximale Inzucht) liegen.

Der Fsr beschreibt den Anteil an der Varianz in Allelfrequenzen, der durch die Einteilung
der Individuen in verschiedene Populationen erklart wird [27]. Vereinfacht ausgedriickt
bedeutet dies, dass die berechneten Werte zwischen 0 (die Populationen sind identisch)
und 1 (die Populationen sind komplett verschieden) liegen.

Als Genom, auch Erbgut eines Lebewesens, bezeichnet man die Gesamtheit der materi-
ellen Trager der vererbbaren Informationen einer Zelle.

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ist ein Begriff der Populationsgenetik. Zur Berech-
nung dieses mathematischen Modells ergibt sich fiir jede beliebige Genotypverteilung
der Elterngeneration eine nur von den Allelfrequenzen abhéngige Genotypverteilung
der ersten Tochtergeneration, die sich in den folgenden Generationen nicht mehr an-
dert. Abweichungen von diesem Gleichgewicht weist entweder auf Inzucht, Familienef-
fekt, oder auf genetische Substruktur (mehrere genetische differenzierte Populationen,
auch Wahlund Effekt genannt) hin.

Die Heterozygositat ist ein Wert, der den Anteil an Heterzygoten in einer Population
bestimmt (Anzahl Heterozygote/(Anzahl Heterzygote+Anzahl Homozygote)) und liegt
zwischen 0 und 1.

Wenn bei einem Diploiden Lokus zwei Allele vorhanden sind (Siehe Abbildung 9-1).

Wenn bei einem Diploiden Lokus nur ein Allel vorhanden ist (zwei Kopien des gleichen
Allels, siehe Abbildung 9-1).

Fortpflanzung unter Tieren von nahem Verwandtschaftsgrad.

Eine nicht zufallige Assoziation von Allelen in verschiedenen Loci. Ein Vorliegen einer
solchen Assoziation entsteht zum Beispiel wenn zwei Loci auf einem Chromosom sehr
nahe beieinander liegen und somit zusammen als eine Einheit vererbt werden.

Ein Lokus (Mehrzahl: Loci) beschreibt einen Standort auf einem Chromosom im Genom
(z.B. ein Gen oder ein Mikrosatellit).

Ein Mikrosatellit ist ein Lokus auf dem Genom, in dem sich kurze DNS-Sequenzen oft

wiederholen (z. Bsp. 3" AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT - 5').

Als Mutation bezeichnet man jede Verdanderung im genetischen Material, die auf die
Tochterzellen vererbt wird bzw. vererbt werden kdnnte.
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Mutationsrate

Null-Allele

Polymerase Kettenreak-
tion (PCR)

Population
Populationsgenetik
Primer

Proteinase K

Triploid

Zentrifugation

Beschreibung

Die Haufigkeit, mit der eine Mutation spontan auftritt oder erzeugt werden kann.

Allele, die in der Population eigentlich vorhanden sind, aber nicht beobachtet wurden.

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Me-
thode, um die Erbsubstanz DNS in vitro zu vervielféltigen. Dazu wird ein Enzym verwen-
det, die DNS-Polymerase. Der Begriff ,Kettenreaktion” beschreibt in diesem Zusam-
menhang die Tatsache, dass die Produkte vorheriger Zyklen als Ausgangsstoffe fiir den
nachsten Zyklus dienen und somit eine exponentielle Vervielfaltigung ermaglichen.

Gruppe von Individuen in einem bestimmten (zusammenhadngenden) Gebiet, die sich
sexuell miteinander fortpflanzen oder zumindest miteinander fortpflanzen kénnten.

Zweig der genetischen Forschung, der sich insbesondere mit dem Austausch und der
Dynamik der Erbanlagen auf dem Niveau ganzer Populationen beschéftigt und die Wir-
kungen von Selektion und Mutation auf die genetische Zusammensetzung der Populati-
onen studier.t

Im Zusammenhang mit der Polymerasekettenreaktion (PCR): Ein Primer ist ein kurzes
Stuick DNS (ein Oligonukleotid), das der DNS-Polymerase als Startpunkt fiir die Synthese
von DNS dient. Primer besitzen in der Regel eine Lange von 18 bis 30 Basenpaaren.

Proteinase K ist eine Enzym aus dem Schlauchpilz Tritirachium album. Das Enzym greift
Peptidbindungen der Proteine an. Proteinase K wird fiir den Abbau von Proteinen in
Zelllysaten und zur Freisetzung von Nukleinsauren verwendet.

Ein Individuum mit jeweils drei Kopien des Gens.

Auftrennung suspendierter Teilchen mit Hilfe der Zentrifugalkraft. Die Geschwindigkeit
der Sedimentation der Einzelkomponenten hangt ab von der Teilchen- und Flissigkeits-
dichte bzw. der Teilchenform und -groRRe sowie der Fliissigkeitsviskositat.
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9 ANHANG

9.1 ALLGEMEINES ZUR METHODE

Um die genetischen Unterschiede und Verwandtschaften zwischen verschiedenen Populatio-
nen oder Arten zu priifen, werden haufig so genannte Mikrosatelliten angewandt. Diese sind
fir populationsgenetische Untersuchungen nitzlich, da sie selektiv meistens neutral sind und
eine hohe Mutationsrate aufweisen, sodass sie auch rezente Ereignisse im Genom reflektieren
koénnen. In der vorliegenden Studie wurden 12 solche Mikrosatelliten-Loci untersucht. Da das
Genom der Aschen diploid ist, kommen alle Mikrosatellitenloci zweimal im Genom vor. Man
nennt jede einzelne dieser Kopien ein Allel (Abb. 35). Mit der Zeit sammeln sich in einer Popu-
lation viele verschiedene Allele an, die sich in der Anzahl der Repetitionen unterscheiden. Mit
der Information lber die Verteilung dieser Allele in den verschiedenen Populationen kann man
prifen, ob sie sich genetisch voneinander unterscheiden oder nicht, ob und wie viel Genaus-
tausch es gibt und wie die Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den Populationen aussehen.

Lokus 2: schwarz m
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Abbildung 9-1. Beispiel des Elektropherogramms von zwei Mikrosatelliten Loci (blau und schwarz ge-
farbt). Beim Lokus 1 kann man erkennen dass jeweils zwei unterschiedliche Allele in jedem Individuum
vorhanden sind, d.h. die beiden Individuen sind an diesem Loci heterozygot. Beim Lokus 2 ist das unters-
te Individuum homozygot, d.h. es besitzt zweimal dasselbe Allel. Die Individuen 1 und 2 haben zwei
verschiedene Allele und sind somit heterozygot.

« Aguabios 25



ERFOLGSKONTROLLE BESATZMASSNAHMEN UND POPULATIONSGENETISCHE UNTERSUCHUNG DER ASCHEN IM KANTON AARGAU

9.2 AUSWAHL DER MARKER

Die Resultate der Untersuchung der Aschen im Kanton Aargau sollten mit den Resultaten und
den Daten der gesamtschweizerischen Studie [19] verglichen werden. Aus diesem Grunde
wurden die gleichen Mikrosatelliten Loci verwendet. Die Informationen zu den Loci wurden
von Steven Weiss von der Universitdat Graz zur Verfligung gestellt. In einem ersten Schritt
mussten die DNS-Amplifikationsprotokolle (Polymerase Kettenreaktion PCR) etabliert werden.
Dazu muss die Funktionalitat der Primer getestet werden. Ein Primer ist eine kurze DNS-
Sequenz, die direkt vor und nach den gesuchten Mikrosatellitenloci liegt und verwendet wird,
um die Mikrosatellitenloci mittels PCR zu verstdarken. Insgesamt wurden alle 12 Loci der ge-
samtschweizerischen Studie [19] geprift (Tabelle 9-1). Dabei wurde festgestellt, dass der Lokus
Tth414 in verschiedenen Individuen triploid war. Daher wurde dieser Lokus von den weiteren
Analysen ausgeschlossen.

Tabelle 9-1. Liste der in der vorliegenden Studie verwendeten Primer.

Fluoreszenz-

Reaktion Lokus Primer Sequenz Fragmentlange
farbstoff
forward 5" - CAGAGCACACCAAGCAGAG-3’ . o
Tarl01 AT532 nicht amplifiziert
reverse 5" - AGGGCAAGICATTCCAGIC-3’
forward 5°- CGTCCAGTCTGACACAAAG-3*
Tarl06 FAM 187-295
reverse 5°- GITTCTTATGAACCGAAGGAATCATG- 3°
forward 5°- CGCATCTGTATGAAAAACCT - 3°
Thyl FAM 107-135
= reverse 5°- TGGTTTGGTAGGAGTTTCGT - 3°
%_ forward 5° - GGACGGAGCCAGCATCAC - 3°
= Thy62 ATS550 193-217
= reverse 5°- GATTTCATAATCAGGTCAATAGTCAT - 3¢
= forward 5°- TGACGGCTACAGGAATTGT - 3°
Tth445 FAM 361-589
reverse 5°- GITTCTTCCACAGAGGGITCTACATTG- 3°
forward 5°- CTTGATTGCCATTGGATTGT - 3°
Tth447 ATS532 155-197
reverse 5°- GITTCTTCAACATCCTTGICGCCTCTA - 3°
forward 5" CTTTGAATATGATGCGTGAAC-3’
Tth305 ATS550 351-429
reverse 5" GTTTCTTGAGTATACTGCAGATAGACCA- 3’
forward 5" - TCTTCTCAGI'GGCATGACATC - 3"
Tarl04 i ATS550 141-281
reverse 5"- CCTCGTACTCTCTCTTGTCCC - 3
forward 5’ - AGAGGGGTCCAGCAACATCA -3’
Thy54 ATS32 172-236
f: reverse 5° - GITTGGGGA ACCAGICTAAAGCCT - 3°
%_ forward 5°- TTTCCACAGAGGGITCTACAT - 3°
= Tth213 ATS532 259-359
= reverse 5°- GITTCTTACTAGAGCAGGGCAGCAGA - 3°
= forward 5’ - GTCGGGACATGGACTCTACA -3’ L
Tth414 ATS550 Triploid
Teverse 5°- GTTTCTTGCAATGCCTCTTTATAGCIT - 3°
forward 5° GCCATTCACCCATACTATGC- 3’
Tth446 FAM 213-337
reverse 5" GITTCTTCCATTCAGCCACTAGAGC- 3°

In einem zweiten Schritt wurde ein Multiplex-PCR Protokoll entwickelt, um die Kosten der La-
borarbeiten zu senken. Dabei werden die verschiedenen Primerpaare in einer PCR-Reaktion
zusammen verstarkt (Tabelle 9-1). Dies kann durch die Anwendung von unterschiedlichen Flu-
oreszenzmarkierungen an den Primersequenzen erreicht werden. So entstanden folgende
multiplex Satze mit den entsprechenden Farben: Multiplex Satz 1: Tar106, Thyl und tth445
(blau); Tar 101 (konnte nicht amplifiziert werden und wurde daher nachtraglich ausgeschlos-
sen) und Tth447 (griin); Thy62 und Tth305 (schwarz); Multiplex Satz 2: Tht446 (blau); Thy54
und Tth213 (grin); Tarl04 und Tth414 (dieser Lokus war bei relativ vielen Individuen triploid
und wurde daher ausgeschlossen).
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9.3 DNS EXTRAKTION

Die Desoxyribonukleinsdure (DNS) wurde aus kleinen Flossenstiickproben mit einer Salz-
Prazipitationsmethode (angepasst von [32]) extrahiert. Dabei wird ein kleines Fischgewebe-
stick in einer gepufferten Losung und Proteinase K bei 55°C wahrend vier Stunden verdaut
(Aufbrechen der Zellwadnde) und anschliessend mit Salz gesattigt. Danach wird die Losung zent-
rifugiert, um Geweberilckstande und lberschiissiges Salz zu eliminieren. Aus der verbleiben-
den Losung wird die DNS mit 100% Alkohol ausgefallt. Schliesslich wird das verbleibende Salz
in zwei Zentrifugationsschritten mit 70% Alkohol ausgewaschen. Die dabei erhaltene DNS ist
sehr rein und hoch konzentriert. Fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde die DNS auf
eine Konzentration von 20ng/ul verdiinnt.

9.4 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) der DNS wurde in einem Reaktionsvolumen von 6ul mit
den folgenden Inhaltsstoffen durchgefiihrt: 3ul QIAGEN Multiplex PCR Master mix, 1.8ul
ddH,0, 0.6ul DNS (20ng/ul) und 0.6ul Primer mix (Tabelle 9-2). Das PCR-Profil beginnt mit der
Denaturierung der DNS bei 95°C fiir 15 Minuten, gefolgt von 25 Zyklen von 30 Sekunden bei
94°C, 90 Sekunden bei 59.5°C, 60 Sekunden bei 72°C und endet mit einem Zyklus von 30 Minu-
ten bei 60°C.

Tabelle 9-2. Zusammensetzung der Primermischungen.

. . Fluors. Menge pro  Menge fiir
Mix Primer (100uM) Markierung Probe (ul) 500pl H0
Tar101-fwd AT532 0.03 15
Tarl01-rev 0.03 15
Tth447-fwd AT532 0.02 10
Tth447-rev 0.02 10
= Tar106-fwd FAM 0.02 10
2 Tar106-rev 0.02 10
X Thy1-fwd FAM 0.015 7.5
E Thyl-rev 0.015 7.5
g Tth445-fwd FAM 0.02 10
£ Tth445-rev 0.02 10
Thy62-fwd AT550 0.04 20
Thy62-rev 0.04 20
Tth305-fwd AT550 0.02 10
Tth305-rev 0.02 10 335
Tth213-fwd AT532 0.02 10
Tth213-rev 0.02 10
N Tar104-fwd AT550 0.02 10
E Tarl04-rev 0.02 10
% Tth414-fwd AT550 0.04 20
2 Tth414-rev 0.04 20
g Thy54-fwd AT532 0.02 10
£ Thy54-rev 0.01 5
Tth-446fwd FAM 0.02 10
Tth446-rev 0.02 10 385
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9.5 SEQUENZIEREN

Die DNS-Fragmente jedes PCR-Produktes wurden mit einem DNS-Sequenziergerat (ABlI PRISM®
3100 Genetic Analyzer) aufgetrennt. Dazu wurde 0.9ul 1:5 verdiinnte PCR-Reaktion mit
8.975ul Hi-Di™ Formamide und 0.025pul einem Langenstandard (GeneScan™ 600 LIZ® dye Size
Standard v2.0) verwendet.

9.6 IDENTIFIKATION DER ALLELE

Die Identifikation der Mikrosatelliten-Allele wurde anhand der Fragmentanalysesoftware PEAK
SCANNER V1.0 (Applied Biosystems) manuell durchgefiihrt. Die Zuweisung der Fragmentlangen
wurde in Microsoft Excel manuell durchgefihrt (Abbildung 9-2). Dabei wurde festgestellt, dass
die Loci Tht445, Tht447, Tar104, Thy54 keine perfekten Mikrosatelliten Loci sind (1er Wieder-
holungen). Diese Loci wurden fiir Allelfrequenzanalysen beibehalten, missten aber allenfalls
bei Analysen, die eine schrittweise Mutation annehmen (stepwise mutation model, SMM) aus-
geschlossen werden. Der Lokus Tht213 weist 1.5er und 3er Schritte bei den Repetitionen auf.
Weshalb dies der Fall ist bleibt unklar. Schliesslich konnte der Lokus Tht445 bei einigen Indivi-
duen nicht amplifiziert werden. Dies liegt mit grosser Wahrscheinlichkeit an einer Mutation in
der Primerregion der DNS. Dies war auch bei der schweizweiten Studie der Fall.

183 185 187 189 191 193 195 197 199 201 203 205 207 209 211 213 215 217 219

12 —

Abbildung 9-2. AIIelldentlflkatlon am Beispiel des Lokus Tht445.

9.7 INTERKALIBRIERUNG DER DATEN MIT DER GESAMTSCHWEIZERISCHEN STUDIE

Um die in dieser Studie generierten Daten mit den Daten aus der gesamtschweizerischen Stu-
die vergleichen zu kénnen, miissen die Rohdaten (Identifikation der Allele) kalibriert werden.
Dies ist notwendig, da unterschiedliche Sequenziergerate nicht auf das Basenpaar genau gleich
messen und so Verschiebungen bei der Allelidentifikation auftreten. Weiter wurde die Allel-
identifikation von unterschiedlichen Personen durchgefiihrt, was ebenfalls einen Einfluss ha-
ben kann.

Um die Basenpaarverschiebung zwischen zwei Datensadtzen zu bestimmen, wurde bei den La-
boranalysen ebenfalls acht Proben der gesamtschweizerischen Studie untersucht. Ein gemein-
samer Datensatz kann erstellt werden, wenn genligend Loci eine Verschiebung der Fragment-
lange aufweisen, die unabhangig von der Fragmentlange immer gleich viele Basenpaare um-
fasst. Bei dem Vergleich hat sich herausgestellt, dass die Allelidentifikation der Osterreichi-
schen Referenzproben der Uni Graz nicht mit der gleichen Methode durchgefiihrt wurde, wie
die Allelidentifikation der Aschenproben der gesamtschweizerischen Genetikstudie, die eben-
falls an der Uni Graz durchgefiihrt wurde. Die Bestimmung der Verschiebung zwischen den
beiden Datensatzen musste daher Anhand der Allelfrequenzdaten bestimmt werden:
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Tar106: Interkalibrierung problemlos: Verschiebung: 4 Basenpaare, konstant.

Thy62: Interkalibrierung problemlos: Verschiebung: -9 Basenpaare, konstant.

Tth447: Interkalibrierung maoglich: Verschiebung: Fragmentlange 155-171=152-168(-3);
173-197=172-196(-1); 190=188.

Tth446: Interkalibrierung moglich: Verschiebung: Fragmentlange 213-277=215-
279(+2); 281-337=285-341(+4); 211=211; 219+231=? (N=7).

Thy54: Interkalibrierung schwierig, da nicht konstante Verschiebung und unklar, wo
die Grenzen sind. Lokus ausgeschlossen.

Thy1: Interkalibrierung problemlos: Verschiebung 2 Basenpaare, konstant. Allerdings
sieht es so aus, als ob bei den Genotypen aus Graz ein Allel beim scoren (ibersehen
wurde (119). Dieses lag in der Tat sehr nah an einem durchblutenden Artefakt und war
schwierig zu erkennen.

Tth445: Interkalibrierung schwierig, da nicht konstante Verschiebung und unklar, wo
die Grenzen sind. Lokus ausgeschlossen.

Tth305: Interkalibrierung schwierig, da nicht konstante Verschiebung und unklar, wo
die Grenzen sind. Lokus ausgeschlossen.

Tar104: Interkalibrierung schwierig, da nicht konstante Verschiebung, nicht homoge-
ner Tetranukleotid und unklar, wo die Grenzen sind. Lokus ausgeschlossen

Tth213: Interkalibrierung schwierig, da nicht konstante Verschiebung und unklar, wo
die Grenzen sind. Lokus ausgeschlossen.

uabios 29



ERFOLGSKONTROLLE BESATZMASSNAHMEN UND POPULATIONSGENETISCHE UNTERSUCHUNG DER ASCHEN IM KANTON AARGAU

9.8 ANZAHL PRO STANDORT BEPROBTE ASCHEN

Tabelle 9-3. Anzahl der pro Standort beprobten Aschen und die Zusammenfassung der einzelnen Fangstandorte in
genetische Gruppen (Populationen).

Anzahl
Code AG Code Genetik Gewadsser Kemit:‘?)s;hen Aschen in DB
AA-01 Aare_01-02 Aare 1 5
AA-02 Aare_01 Aare 11
AA-03 Aare_03 Aare 4 29
AA-04 Aare_04 Aare 62
AA-06 Aare_06-08 Aare 17
AA-07 Aare_06-08 Aare 3
AA-08 Aare_06-08 Aare 10
AA-09 Aare_09 Aare 32
Fischzucht Moossee FZ_Moossee Fischzucht 30
Fischzucht Nadler FZ_Nadler Fischzucht 30
Fischzucht Pfyn FZ_Pfyn Fischzucht 32
Fischzucht Rippel FZ_Rueppel Fischzucht 32
L-01 Limmat_01-02 Limmat 16
L-02 Limmat_01-02 Limmat 25
RADAG Rhein_05-06 Rhein 53
RH-01 Rhein_05-06 Rhein 25 3
RH-02 Rhein_05-06 Rhein 6
RN_2 3 4 Rhein_01-04 Rhein 18
RN-01 Rhein_01-04 Rhein 35 2
RN-02 Rhein_01-04 Rhein 15
RN-03 Rhein_01-04 Rhein 29
RN-04 Rhein_01-04 Rhein 24 5
RN-05 Rhein_05-06 Rhein 1
RN-06 Rhein_05-06 Rhein 11
RS-01 Reuss_01-04 Reuss 23
RS-02 Reuss_01-04 Reuss 14
RS-04 Reuss_01-04 Reuss 31
RS-05 Reuss_05-07 Reuss 23
RS-06 Reuss_05-07 Reuss 6
RS-07 Reuss_05-07 Reuss 31
RS-09 Reuss_09 Reuss 14
Total 186 531

30 & Agquabios



ERFOLGSKONTROLLE BESATZMASSNAHMEN UND POPULATIONSGENETISCHE UNTERSUCHUNG DER ASCHEN IM KANTON AARGAU

9.9 RESULTATE DER STRUCTURE ANALYSE

FEEEEEREE
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Rheins-6
FZBachofner

Abbildung 9-3. Resultate der Zuweisungsanalyse des Programms STRUCTURE fiir 2-7 hypothetische Populationen (K). Die
verschiedenen genetischen Gruppen, die identifiziert werden, sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. Jeder vertikale
Balken entspricht einem Individuum.
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P L

FZ-Bachofner Fz-Pfyn FZ_Ruppel

Abbildung 9-4. Resultate der Zuweisungsanalyse des Programms STRUCTURE fur Die Zuchtpopulationen(K=5). Die verschie-
denen genetischen Gruppen, die identifiziert werden, sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. Jeder vertikale Balken
entspricht einem Individuum.

9.10 RESULTATE DER FAKTORIELLEN KORRESPONDENZANALYSE
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Abbildung 9-5. Eine faktorielle Korrespondenzanalyse der Allelfrequenzen zeigt, dass sich die Fische aus den drei Zuchten
Nadler, Pfyn undBachofner Bachofner sehr stark von den einheimischen Aschen unterscheiden. Innerhalb der Aargauer
Aschen gibt es zwar unterschiede, aber auch viele Uberlappungen.

9.11 MANTEL KORRLEATION TABELLE

Tabelle 9-4. FST-Werte (unterhalb der Diagonalen) und Gewasserdistanzen (oberhalb der Diagonalen), die zwischen den
verschiedenen Aschenpopulationen beobachtet wurden.

Population 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 Aare_01-02 - 224 31.8 47.7 54.6 50.5 94.2 76.9 44.7 61.6 79.4
2 Aare_3 -0.001 - 9.4 24.6 321 30.3 77.6 56.7 25.5 42.0 60.0
3 Aare_04 0.000 0.000 - 15.1 22,6 20.8 68.1 47.2 16.0 325 50.5
4 Aare_06-08 0.014 0.007 0.010 - 8.8 7.0 54.3 334 22 18.7 36.7
5 Aare_09 0.005 0.005 0.012 0.004 - 12.1 38.2 59.3 8.2 9.8 27.8
6 Limmat_01_02 0.012 0.016 0.018 0.008 0.008 - 38.8 60.0 7.9 22.3 40.1
7 Reuss_01-04 0.052 0.060 0.058 0.041 0.027 0.031 - 21.3 52.0 70.5 88.2
8 Reuss_05-07 0.033 0.040 0.041 0.028 0.013 0.019 0.008 - 316 50.1 67.8
9 Reuss_09 0.056 0.054 0.056 0.060 0.056 0.047 0.093 0.079 - 18.5 36.2
10 Rhein_02-04 0.020 0.017 0.019 0.011 0.007 0.013 0.034 0.019 0.063 - 23.8
11 Rhein_05-06 0.010 0.016 0.017 0.018 0.008 0.016 0.039 0.025 0.062 0.002 -
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9.12 Fsr ALLE ASCHENPOPULATIONEN DER SCHWEIZ

Tabelle 9-5. Vergleich der FST-Werte aller Schweizer Aschenpopulationen basierend auf fiinf Mikrosatelliten Loci.
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